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La pre 1 sen te invention concerne un proc£de* pour la production 

d 'acides - dicarbcotyli^ue^ en~C^ 

insa turds ou leurs derives d : oxydation en chaine droite en C^-C^g par 
l f action de levures, - 
5 Les acides dicarboxyliques a longue chatne sont utiles comme 

plastifiants, matieres premieres pour la preparation de r£ sines de polyamides, 
de r€ sines a Iky des, de rd sines de polyesters, ♦ hui les lubr if ian tee, peintures. 
par funis et analogues. Cependant, on n'a jamais re^ussi a produire a 1'echelle 
industrielle des acides dicarboxyliques en C^ a c i8* 

10 La demanderesse a delcouvert, selon *1' invention, que lorsque I'on 

cultive des levures du genre Candida ou Pichia capables de produire des 
acides dicarboxyliques a partir d'hydrocarbures, dans un milieu contenant 
un hydrocarbure, un aldehyde, un alcool ou un acide monocarboxylique satur£ 
ou insature* en Cg-C^g en conditions adrobies, on peut produire des acides 

15 dicarboxyliques en C^-C^g avec un rendement tres £lev€. 

Les mi cr organ ismes que l'on peut utiliser selon 1 T invention sont 
des levures appartenant au genre Candida ou Pichia et capables de produire 
des acides dicarboxyliques en C^-C^g a partir d'hydrocarbures en C^-C^g ; 
on peut citer, par exemple, Candida Cloacae AJ-5 341 > (FERM P-410) ,* Candida 

20 Cloacae AJ-5463 (FERM P-736), Candida tropicalis AJ-5430 (FERM P-734), 

Candida maltosa AJ-4718 (FERM P-733), Candida lipolytica AJ-4546 (FERM P-731), 
Candida parapsilosis AJ-4578 (FERM P- 408) \: Candida intermedia AJ-4625 (FERM 
P-732), Candida intermedia AJ-4626, Candida ; guillierm6ndirAj-4532 (FERM P-7^0), 
Pichia haplophila AJ-5078 (FERM P-409 et Pichia etchellsii AJ-5342 (FERM P-735). 

25 Les numeros d 1 ordre FERM P et 5 des* microrgahismes corre sponden t a leur 

classification dans le Fermentation Research Institute, Agency of Industrial 
Science and Technology, Ministry of the Industrial Trade and Industry* 

Candida cloacae AJ-5341 et Candida cloacae AJ-5463 sont des s ouches 
nouvellement Isoldes par la demanderesse et possedent les piopridtes suivantes : 

30 1. Observation au microscope (croissance a 25 °C pendant trois jours dans 
un bouillon extralt de levure - extralt de, n^lt ; - glucose) 

Les cellules sont des ovales courts de 2,5 a 6,5 ^u x 2,0 a 6,5 yu, 
et sont Isoldes ou en paires # 

Spores : pas de formation (dans le milieu de Kleyn, le milieu de 

35 Wiekerham, et le milieu de gelose ex trait de levure - extrait de malt - glucose) « 
< Mycelium : formation de pseudomycglium primitif (par la m€thode 
a la plaque de Dalmau dans le milieu pomme de terre - dextrose - g61ose. 
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1 * ^l^§?^ 8 ^'^ dans le 

bouillon extrait : da aevure^ r ,extralt i , l de^ / v 

: ^ *blanc grisfitre, 

lisse, brtlUnt .aoiAre^^^ poss&de une 

5 marge .entire. ^^^^^^. x " 

3. Forrationjd'ann^ <i e i eV ure - 

extrait de malt - glucose ) # ^ , ; : ^ . k , t u 
4 # Fermentation des hydrates de carbone. , 

Fermentation du glucose, : t positive, (faible et retardee) 
Fermentation du galactose, du saccharose, du maltose, du lactose, 
du raffinose, du mei£zitose et, du 3 trehalose : pas de fermentation. 
5. Assimilation du KNCL : pas d' assimilation. 
6« Decomposition de l'arbutine negative 
7. Vi tantLnes n^cessaires ■ : . biotine . ,„ ; . 
15 8* Liquefaction de la ^gelatine : pas de liquefaction 
9* Production de composes .du type amadou : neant 
10 # Assimilation de composes carbones 

D-glucose,D-ga lactose, saccharose, glycerol, maltose, adonitol, 
D-mannitol, cellobiose, D-sorbitol, trehalose, ct-me thy 1-D-gluco side, 
meiibiose, : raffinose, gluconate -potassium ^ 'meieaicose,.- a cide 
DL-lactlque, acide succinique, D-xylose, acide citrique et D-ribose 
sont assimiies, , r , 

Ethanol, erythrtol, lactose, dulcitol, L-sorbose, salicine, 2-c£to- 
gluconate de calcium, inuline, : amidon, L-arabinose, inositol, 
D-arabinose et I^rhamnose ne sont pas assimiies. 
Lorsque l f on. v compare ces caracteristiques avec celles de Candida 
Cloacae indiqu£es dans le Journal of General Applied Microbiology, 10 (1964), 
par Komagata, Nakase et Katsuya, les souches AJ-5341 et AJ-5463 sont identifiees 
avec Candida cloacae, bien que Aj-5341 et AJ-5463 ne soient pas capables 
d'assimiler le L-sorbose,, 1 'amidon, la salicine et l'acide 2cetogluconique. 

Selon .un mode de mise en oeuvre de 1» invent ion, on peut produire 
un acide dicarboxylique lorsque l f on cultive le microrganisme sur un milieu 
contenant une source de car bone comprenant un hydrocarbure sature ou insature 
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30 



35 



ou un de ses derives d'oxydation h chaine droite en C a C 

9 ^18' 

Selon un autre mode de mis en oeuvre de 1' invention, on cultive 
au prealable le microrganisme sur un milieu contenant une source de carbone 
assimilable autre que 1 'hydrocarbure ci-dessus ou de ses derives d'oxydation 
jusqu'a obtenir le degre de croissance le plus eieve du microrganisme; on 
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On observe la production des acides dicarboxyliques indiquge 
dans le tableau V *ci-dessous. ^ " ~' ~ " 

TABLEAU V 
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Soache utilisfie 


Quart Hit 6 de 
CaC0 3 ajoute* 


Quantity 


d f acide dicarboxylique produit (rag/1) 


Acide 
adlpique 


Acide 
sub£rique 


1, 10-decane-dicarboxy- 
lique 




Candida cloacae 


12 


, 1000 


- 100O 


1324,7 




AJ-5341 


14 


, 1040 


413 


1423,3 


10 


Candida parapsi- 


10 






1946,7 




losis AJ-4578 


12 






1686,6 
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EXEMPLE 6 

On prepare des cellules microbiennes de Candida cloacae AJ-5463 
par culture pendant 24 h sur un milieu Me m£me composition que celui de 
1'exemple 1 e't con tenant, en outre; 5 g de sorbitol par dl, on ajoute les 
cellules (250 mg de ma tie re seche) a 13,5 ml de tampon au phosphate 0,5 M 
(pU 7,5) contenant 1 'hydro car bur e indiqug dans le tableau VI ci-apres et 
on incube le systeme re*actionne! a 30°C pendant 72 h # On observe la production 
d' acides dicarboxyliques dans le milieu r^actionnel comme indique* dans le 
tableau VI ci-dessous, 

TABLEAU VI ' 

Quantity d 1 hydrocarbure utilisee Quantity d' acide dicarboxylique produit (g/1) 



n-dod£cane 10 ml/dl 

n-tridgcane 10 ml/dl, 
n-tgtrad^cane 10 ml/dl 

n-pentad€cane 10 ml/dl 



Acide 1, 10-ddcanedicarboxylique 8,2 

Acide sube*rique t . t . 0,60 

Acide l,ll-und6canedicarboxylique 9,83 

Acide 1, 12-dodecanedicarboxylique 12,4 

Acide 1, 10-d£canedicarboxylique 0,08 



n-hexad€cane 10 ml/ dl 
n-heptaddcane 10 ml/dl 



Acide 1,13-tridiScanedicarboxylique 16,9 
; : ; Acide l,ll-und£canedi car boxy lique 0,06 

, ; ,,Acide- l,14-t#trad6canedicarboxylique 18,46 
Acide 1, 10-d£canedicarboxylique 0,12 

Acide 1, 15 -pentad£ cane dicarboxyl i que 8,24 
: r^^Aclde^T^13-trid€canedicarboxylique 0, 13 

n-octad6cane .10 ml/dl' ^ 6,46 

• : . w : ...... -j,..'.'. .^4:^^^^^^ 0,12 

tfitradficene-l. 10. ml/dl ^^$448^^^ ' 2 » 65 

? * ' Acide l,12*»dbd6canedicarboxylique 1,11 

hexad6cene-l 10 ml/dt^ 'PTrT Acide 1 , 12~dod6canedicarboxy lique 4,60 

t ^n^'^P vsr ttb -si;*. ^^^Actde lWt'ttraiM w 1, 29 
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Quantity d.'hydrocarbure utilis$e Quantity d 1 acide dicarboxyllque produit (g/1) 



alcool^laurylique"10"ml7dl*" J 
.alcool vmyrlstylique^^g/dl^iro/^ 

^Mf^l- f'^li/f>-: ^lfe(v": 

alcool palmitlque.;.: lg/dl 
aldehyde myristique l f g/dli>h- 
acide myristique lg/dl . -, l - 
acide palmitique Is g/dl 
acide stearique 1* g/dl v 



tiMnonane 



n-d€cane 



n-undecane 



"Acide 
Acide 

Acide 
Acide 

Acide 
Acide 

Acide 
Acide 

Acide 
Acide 

Acide 
Acide 

Acide 
Acide 

Acide 
Acide 

Acide 
Acide 

Acide 
Acide 



1 , 10-decanedicarboxy lique 1,12 
sgbacique ^ v-- ■ ■ • 0,02 

1,12-docecanedi carb oxy lique 2,30 
1 , 10-decariedicarboxylique 0, 19 

1, 14- tetrad£canedi carb oxy lique 0,30 
subdrique 0,08 

1, 12-dod£canedicarboxy}ique 0, 13 
1 , 10-decanedicarboxylique 0,04 

1 , 12-dodecanedicarboxy lique 0 , 15 
1 , 10-decanedicarboxylique 0 , 02 

1,14-tetradecanedicarboxy lique 0,08 
1 , 12-dodecanedicarboxy lique 0,01 



sub£rique 
adipique 

azelai'que 
pime lique 

sebacique 
sub£rique 

1 ,9-nonanedicarboxylique 
azelai'que 



0,05 
0,02 

1,98 
0,09 

3,24 
0,09 

4,85 
0,16 



20 EXEMPLE 7 

On r£pete l f incubation selon l'exemple 2 en utillsant Candida 
cloacae AJ-5341 (FERM P-410) de la m&me man£ere qu v a l'exemple 2 mais on 
remplace 2 ml de n-dod£cane par 2 ml de chacun des n^alkanes indiquds dans 
le tab leu VII ci-dessous et on observe la production des acides dicarboxyliques 
25 indiqu£e dans le tableau VII • 

TABLEAU VII 

Hydroca*bu*e dtilisS 



30 



35 



Quantity d'acide dicarboxyllque produit (mg/1) 



n-nonane 


Acide 


glutarique 


96,3 




Acide 


adipique 


187,3 




Acide 


azelai'que 


546 


n~d€cane 


Acide 


adipique 


118,7 




Acide 


suberique 


23,7 




Acide 


sebacique 


426,5 


n-undecane 


Acide 


pim£ lique 


78 




Acide 


azelai'que 


22 




Acide 


1,9 -nonanedi carb oxy lique 


232 


n-dodecane 


Acide 


adipique 


98 




Acide 


suberique 


112,6 




Acide 


1, 10-decanedi carb oxy lique 


610 


n-tridecane 


Acide 


pime lique 


65,4 




Acide 


az'eiatque 


21,1 




Acide 


1, ll-und6canedicarb oxy lique 192,3 
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Hydrocarbure utilise 
n-t€tradecane , 



n-pentadecane 



Quantity d ? acide dicarboxylique produit (mg/1) 



n-hexad£cane ^ 



n-heptadecane J ■ -V" 

'10. -v* \n-octadecane -,r .■/*:• ^ { ^ • r rff 

. .yw: v r^-i fee** ■ f.-'V 



Acide adipique 28 
Acide suberique 31 
Acide il,vl2-dod^cariedicarboxylique 79,4 

Acide glutarique 12 
Acide. pimfilique'v r Hon '>w... 
Acide azelal'que 



Acide 'adipique '-' 

Acide suberique 

Acide pimdJLique ' ; ? 

Acide azelal'que 

Acide adipique tji/i^: 

Acide suberique 

Acide sdbacique * 



136 
28 



207 
70,5 

176 
23 

39 
118,3 
5 
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u Al u Bywocaroures saturfis ou lnsatlres et de leurs derives d'oxydation 
3 a chaina droite en Cj 2 a C 18 par l'action de levures, caractfirise en ce que 
I'on cultive une levure du genre Candida ou Pichia capable de produlre les 
acides dicarboxyliques a partir d'hydrocarbures, sur un milieu de culture 
contenant un hydrocarbure sature" ou insaturg ou ses derives d'oxydation 
en C 12 a C lg , en conditions aerobies, et on recupere l'acide dicarboxylique 
10 produit. 

2. Procfidfi poiir la production d'acides dicarboxyliques en a C. 

a partir d'hydrocarbures satures ou insatur£s et de leurs derives d'oxydation 
a chaine droite en C 12 a C lg par l'action d'une source d' enzyme de levure, 
caracterise" en ce que I'on incube une source d» enzyme de levure appartenant 
au genre Candida ou Pichia capable de produlre des acides dicarboxyliques 
a partir d'hydrocarbures avec une solution contenant un hydrocarbure saturS 
ou insaturfi ou ses derives d'oxydation en C 12 a C 18 en conditions aerobies 
jusqu'a la production de l'acide dicarboxylique en C 12 a et on recupere 
l'acide dicarboxylique a in si produit. 
20 3. Procfidfi selon l'une des revendicatlons 1 et 2, caracterisg en ce 

que ladite levure est choisie parmi Candida cloacae, Candida maltosa, Candida 
lipolytica, Candida parapsilosis, Candida intermedia, Candida guilliermondii, 
Candida tropicalis, Pichia etchellsii et Pichia haplophila. 
4. Procede selon la revendication 3, caracterlse* en ce que ladite 

25 levure est choisie parmi Candida cloacae FERM P-410, Candida cloacae AJ-5463 

(FSRM P-736), Candida maltosa AJ-4718 (FERM P-733), Candida lipolytica AJ-4546 
(FERM P-731), Candida intermedia AJ-4625 (FERMP-732), Candida tropicalis 
AJ-5340 (FERM P-734), Candida guilliermondii Aj-4532 (FERM P-730) et Pichia 
heplophila AJ.5078 (FERM P-409). 
30 5 * Procfidg selon l'une quelconque des revendicatlons 1 a 3, caracterlse 

en ce que ledit acide dicarboxylique est choisi parmi les acides 1,10-decane- 
dicarboxylique, 1,11-undecanedicarboxylique, l,12-dod€canedicarboxyllque, 
1, 13-tridecanedicarboxylique, 1, 14-t«tradecanedicarboxylique, I, 15-pentadecane- 
dicarboxylique et 1,16-hexadecanedlcarboxyllque. 
35 6. Proc£d€ pour la productinn d 'acide dicarboxylique en C a C a 

partir d' hydrocarbure: saturt ou de ses derives d'oxydation a chaine droite 
m S k C 18 par 1,ac * io n d'tme levure, caracteris£ en ce que I'on cultive 
une souche de Candida cloacae capable de produlre des acides dicarboxyliques 
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a partir d'hydrocarbures soit un milieu contenant un hydrocarbure sature 
ou ses derives d'oxydation en C 9 a C lg en conditions aerobies et on 
recueille l'acide dicarboxylique ainsi produit, "~ 
7 # Yrocidi selon la revendication 7, caract€rise en ce. que ladite 

5 souclie de levure ; est" choisie parmi Candida cloacae FERM P-410 et FERM P-736« 
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